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ＷＩＮ５５２１２２通过调控ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３信号通路减轻脓毒症小鼠急性肾损伤
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醉科２

　　［摘要］　目的　探讨大麻素受体激动剂 ＷＩＮ５５２１２２（ＷＩＮ）对脓毒症小鼠急性肾损伤（ａｃｕｔｅ
ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的影响及其作用机制。方法　２４只雄性健康小鼠分为４组（ｎ＝６）：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组）、脓毒症组（ＬＰＳ组）、脓毒症＋ＷＩＮ５５２１２２组（ＬＰＳ＋ＷＩＮ组）和脓毒症＋ＷＩＮ５５２１２２＋ｍＴＯＲ激活剂
ＭＨＹ１４８５组（ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组）。采用腹腔注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）的方法构建脓毒症
模型，造模２４ｈ后取材，ＥＬＩＳＡ测定肾脏组织 ＩＬ１β、ＩＬ１８和乳酸脱氢酶 Ａ（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ，
ＬＤＨＡ）的含量以及血清Ｓｃｒ、肾损伤分子１（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）和乳酸的含量；ＨＥ染色观
察肾脏组织病理改变并进行Ｐａｌｌｅｒ评分，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾脏组织ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及６磷酸果糖激酶
２／果糖２，６二磷酸酶 ３（６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ２ｋｉｎａｓｅ／ｆｒｕｃｔｏｓｅ２，６ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ３，ＰＦＫＦＢ３）的表达。
结果　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组ＨＥ染色显示肾脏组织受损，Ｐａｌｌｅｒ评分升高（Ｐ＜０．０５），血清乳酸、Ｓｃｒ、
ＫＩＭ１含量升高（Ｐ＜０．０５），肾脏组织 ＬＤＨＡ、ＩＬ１β、ＩＬ１８含量上调（Ｐ＜０．０５），肾脏组织 ｐＡＫＴ、
ｐｍＴＯＲ、ＰＦＫＦＢ３表达增加（Ｐ＜０．０５）。与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ组肾脏组织病理损伤减轻，Ｐａｌｌｅｒ评
分降低（Ｐ＜０．０５），乳酸、Ｓｃｒ、ＫＩＭ１的含量降低（Ｐ＜０．０５），ＬＤＨＡ、ＩＬ１β、ＩＬ１８含量下调（Ｐ＜０．０５），
ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ、ＰＦＫＦＢ３表达减少（Ｐ＜０．０５）。与 ＬＰＳ＋ＷＩＮ组相比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组 Ｐａｌｌｅｒ评分升
高（Ｐ＜０．０５），乳酸、Ｓｃｒ、ＫＩＭ１的含量升高（Ｐ＜０．０５），ＬＤＨＡ、ＩＬ１β、ＩＬ１８含量上调（Ｐ＜０．０５），ｐＡＫＴ、
ｐｍＴＯＲ、ＰＦＫＦＢ３表达增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＷＩＮ可以减轻脓毒症 ＡＫＩ，其机制可能是通过抑制
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３信号通路，降低肾脏组织糖酵解水平，减轻炎症反应。
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（ＫＩＭ１）ａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄ（ＬＡ）ｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅａｎｄＰａｌｌｅｒｓｃｏｒｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＫＴ，ｐｍＴＯＲａｎｄ６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ２／
ｆｒｕｃｔｏｓｅ２，６ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ３（ＰＦＫＦＢ３） ｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｄａｍａｇｅ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
Ｐａｌｌｅｒｓｃｏｒｅ（Ｐ＜０．０５），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｅｒｕｍｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＳｃｒａｎｄＫＩＭ１（Ｐ＜０．０５），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＬＤＨＡ，ＩＬ１βａｎｄＩＬ１８ｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＡＫＴ，
ｐｍＴＯＲａｎｄＰＦＫＦＢ３ｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｍｉｌｄｅｒｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
Ｐａｌｌｅｒｓｃｏｒｅ（Ｐ＜０．０５），ｒｅｄｕｃｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＳｃｒａｎｄＫＩＭ１（Ｐ＜０．０５），ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＬＤＨＡ，ＩＬ１βａｎｄＩＬ１８（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＫＴ，ｐｍＴＯＲａｎｄＰＦＫＦＢ３ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｉｎｔｈｅＬＰＳ＋ＷＩＮｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｔａｂｌｙｈｉｇｈｅｒＰａｌｌｅｒ
ｓｃｏｒｅ（Ｐ＜０．０５），ｒａｉｓｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＳｃｒａｎｄＫＩＭ１（Ｐ＜０．０５），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＬＤＨＡ，
ＩＬ１βａｎｄＩＬ１８（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＫＴ，ｐｍＴＯＲａｎｄＰＦＫＦＢ３（Ｐ＜０．０５）ｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＬＰＳ＋ＷＩＮｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＷＩＮｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅＡＫＩｉｎｓｅｐｓｉｓ，ａｎｄｉｔｍａｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｏｆｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｅｐｓｉｓ；ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ａｅｒｏｂｉｃｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ；ＡＫＴ／ｍＴＯＲ
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　　脓毒症是宿主对感染的反应异常导致危及生命的
器官功能障碍［１］。急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，
ＡＫＩ）是脓毒症的一种常见的并发症，也是进展为慢性
肾脏疾病的一个危险因素［２］。脓毒症 ＡＫＩ的全球发
病率约为每年１１００万例［３］。高达６０％的脓毒症患者
在ＩＣＵ中发现脓毒症 ＡＫＩ［４］，而且临床上被诊断为脓
毒症ＡＫＩ的患者往往存在更高的死亡风险［５］。

　　炎症反应是宿主抵抗感染的主要防御机制，但炎
症失衡可导致组织和器官的进一步损伤，这也是脓毒

症主要的发病机制［６］。最新研究表明，有氧糖酵解在

宿主防御感染的免疫反应中发挥核心作用，是炎症性

疾病的一个新靶点［７］。脓毒症时，小鼠肾脏组织代谢

可转变为有氧糖酵解，使糖酵解水平和糖酵解途径多

种关键酶水平增加，抑制有氧糖酵解可以减轻脓毒症

ＡＫＩ，提高脓毒症小鼠存活率［８］。但其具体机制目前

报道较少，需要进一步研究来明确。

　　越来越多的证据表明 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号通路
激活参与调控细胞有氧糖酵解［９－１０］，ＨＵ等［１１］发现

ＬＰＳ可通过激活肺成纤维细胞 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号
通路，上调 ６磷酸果糖激酶２／果糖２，６二磷酸酶 ３
（６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ２ｋｉｎａｓｅ／ｆｒｕｃｔｏｓｅ２，６ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ３，
ＰＦＫＦＢ３），加速有氧糖酵解，促进肺成纤维细胞的胶原
合成。

　　ＷＩＮ５５２１２２（ＷＩＮ）是一种具有抗炎特性的大麻
素受体激动剂，研究表明ＷＩＮ可减轻ＬＰＳ诱导的人内
皮细胞的炎症激活［１２］。尚有研究发现 ＷＩＮ可通过

ｍｉＲ２９ｂ３ｐ／ＦＯＸＯ３／ＰＦＫＦＢ３信号轴抑制糖酵解，减轻
ＬＰＳ诱导的急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）［１３］。
而ＷＩＮ能否通过抑制有氧糖酵解减轻脓毒症 ＡＫＩ及
其与ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３信号通路之间的关系，尚有
待探明。因此，本研究采用腹腔注射 ＬＰＳ制备小鼠脓
毒症 ＡＫＩ模型，探讨 ＷＩＮ是否可以通过调控 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３信号通路活性，抑制有氧糖酵解，减轻
脓毒症小鼠ＡＫＩ。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要试剂
　　ＳＰＦ级别６～８周雄性健康Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量
２０～２５ｇ，购自兰州大学实验动物中心［动物许可证
号：ＳＣＸＫ（甘）２０１８０００２］。小鼠正常进食，人工光照
和黑暗时间１２ｈ交替，适应性饲养 １周后开始实验。
ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ｍＴＯＲ激活剂 ＭＨＹ１４８５购
自美国 ＭＣＥ公司；ＷＩＮ５５２１２２购自 Ｃａｙｍａｎ公司；抗
ｐＡＫＴ、抗ｐｍＴＯＲ抗体均购于博奥森公司；抗ＰＦＫＦＢ３
抗体购于Ａｂｃａｍ公司；ＩＬ１８、ＩＬ１β、Ｓｃｒ、ＫＩＭ１、ＬＤＨＡ、
乳酸酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）测定试剂盒均购自上海酶
联生物科技有限公司。实验过程中动物处理措施符合

伦理学要求，已获兰州大学第一医院伦理委员会批准

（ＬＤＹＹＬＬ２０２３３２０）。
１．２　实验分组与处理
　　２４只小鼠按照随机数字表法分为４组（ｎ＝６）：①对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）；②脓毒症组（ＬＰＳ组），腹腔注射

１０１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）



ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）［１４］；③脓毒症＋ＷＩＮ５５２１２２组（ＬＰＳ＋
ＷＩＮ组），ＬＰＳ处理前３０ｍｉｎ腹腔注射ＷＩＮ１ｍｇ／ｋｇ［１３］；
④脓毒症＋ＷＩＮ５５２１２２＋ＭＨＹ组（ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组），
ＬＰＳ处理前１ｄ腹腔注射ＭＨＹ１４８５１０ｍｇ／ｋｇ［１５］，ＬＰＳ
处理前３０ｍｉｎ腹腔注射 ＭＨＹ１４８５１０ｍｇ／ｋｇ和 ＷＩＮ
１ｍｇ／ｋｇ。Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＬＰＳ组于上述相同时间腹腔注
射等量二甲基亚砜。

１．３　标本采集
　　造模后２４ｈ，戊巴比妥钠５０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉
小鼠后，将其仰卧于固定板上；剪去心前区毛发并消

毒，以食指指腹定位小鼠心脏搏动区；手持 １ｍＬ注射
器穿刺心搏最强处，收集足量血液标本。静置３０ｍｉｎ
后以３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，取上清液于－８０℃冰箱
保存。心脏取血后安乐死小鼠。常规剪去毛发、消毒，

暴露腹腔；取小鼠双侧肾脏组织，ＰＢＳ冲洗；将一侧肾
脏组织固定于４％多聚甲醛溶液（用于病理学观察）；
将另一侧肾脏组织于－８０℃冰箱储存（用于后续实验）。
１．４　ＨＥ染色
　　取肾脏组织后，置于 ４％多聚甲醛中固定４８ｈ，脱
水后石蜡包埋、切片、ＨＥ染色，显微镜下观察肾脏组
织病理结构改变。采用 Ｐａｌｌｅｒ氏评分［１６］评估肾小管

损伤程度，即在２００倍高倍镜下取１０个高倍镜视野合
计１００个肾小管。肾小管明显扩张、细胞扁平（１分）；
肾小管内出现管型（２分）；肾小管管腔内有脱落、坏死
细胞，但未成管型或细胞碎片（１分）；上皮细胞颗粒变
性（１分）；空泡变性（１分）；细胞核固缩（１分）。
１．５　ＥＬＩＳＡ检测
　　肾脏组织称质量，按照１ｇ组织加入５ｍＬＰＢＳ的
比例加入ＰＢＳ，在冰水浴中尽量剪碎组织，随后按照每
２０ｍｇ肾脏组织中加入 １５０～２００μＬ的 ＲＩＰＡ裂解液
的比例加入裂解液，在冰上使用匀浆机制备成１０％肺
组织匀浆。将制备好的 １０％匀浆使用离心机 ４℃，
３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，离心后的匀浆取上清液进行分
装，－８０℃放置保存。按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测
肾脏组织匀浆炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ１８水平以及 ＬＤＨＡ
的含量。

　　取出－８０℃储存的血清，逐级解冻后作为待测样
品。按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行检测。使用酶标
仪测定各孔光密度值［Ｄ（４５０）］。Ｅｘｃｅｌ绘制标准曲
线，计算各样本血清Ｓｃｒ、ＫＩＭ１和乳酸的含量。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取－８０℃肾脏组织匀浆，蛋白定量，经十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳２ｈ，电转移至聚偏二氟乙
烯（ＰＶＤＦ）膜上，洗膜后加入 ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ、ＰＦＫＦＢ３

一抗和βａｃｔｉｎ内参蛋白４℃孵育过夜。次日洗膜，加
入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗（稀释
度均为 １∶１０００００）３７℃摇床孵育 ２ｈ，含吐温２０的
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）充分洗膜。电化学发光
法显色曝光，采集图像，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析各组条带
灰度值，以目标蛋白与内参蛋白的灰度值比值反映目

标蛋白相对表达量。

１．７　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行数据分析。实
验数据均为计量资料且符合正态分布，以 珋ｘ±ｓ表示，多
组间比较采用单因素方差分析，２组间比较采用 ＬＳＤｔ
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠一般状态
　　ＬＰＳ造模后２４ｈ，Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠精神状态、饮食、
活动、呼吸频率及对刺激的反应较造模之前无明显改

变；ＬＰＳ组小鼠出现发热，心率、呼吸频率明显加快，口
鼻腔分泌物增多，精神萎靡，嗜睡，蜷缩，竖毛，少动，拒

食或少食，眼角出现分泌物；ＬＰＳ＋ＷＩＮ组上述表现较
ＬＰＳ组轻微，ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组上述表现较ＬＰＳ＋ＷＩＮ
组明显加重。

２．２　各组小鼠肾脏组织病理结构改变
　　光镜下 Ｃｏｎｔｒｏｌ组为正常肾脏组织，肾脏结构完
整，无出血和炎症浸润；ＬＰＳ组肾小管上皮细胞水肿，
细胞体积变大，肾小球结构紊乱，肾小管管腔变窄，间

质内有明显出血及大量炎症细胞浸润；ＬＰＳ＋ＷＩＮ组病
理改变明显减轻，肾脏结构较完整，间质仅有少量出血

及炎症细胞浸润；ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组病理改变较 ＬＰＳ
＋ＷＩＮ组加重，肾脏组织结构破坏，间质内出血及炎症
细胞浸润增多，见图１。
　　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组 Ｐａｌｌｅｒ评分明显增高
（Ｐ＜０．０５）；与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ组在 ＷＩＮ预处
理后Ｐａｌｌｅｒ评分明显下降（Ｐ＜０．０５）；相较于 ＬＰＳ＋
ＷＩＮ组，ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组 Ｐａｌｌｅｒ评分升高，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　各组小鼠肾脏组织ＩＬ１β、ＩＬ１８和糖酵解关键酶

ＬＤＨＡ含量
　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组
中ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨＡ含量显著升高（Ｐ＜０．０５）；与
ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ组在ＷＩＮ预处理后ＩＬ１β、ＩＬ１８、
ＬＤＨＡ含量相对下降（Ｐ＜０．０５）；与ＬＰＳ＋ＷＩＮ组相比，
ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组 ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨＡ含量增高，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。

２０１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　ＨＥ染色观察各组小鼠肾脏组织病理变化
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＷＩＮ组；４：ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组比
较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ＷＩＮ组比较

图２　各组小鼠肾脏Ｐａｌｌｅｒ评分　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　各组小鼠血清肾损伤标志物 Ｓｃｒ、ＫＩＭ１和糖酵
解产物乳酸含量

　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组
Ｓｃｒ、ＫＩＭ１、乳酸含量明显增加（Ｐ＜０．０５）；与ＬＰＳ组相
比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ组 Ｓｃｒ、ＫＩＭ１、乳酸含量相对下降（Ｐ＜
０．０５）；与ＬＰＳ＋ＷＩＮ组相比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组 Ｓｃｒ、
ＫＩＭ１、乳酸含量增高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图４。
２．５　各组小鼠肾脏组织 ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及 ＰＦＫＦＢ３

蛋白表达水平

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ
组ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及ＰＦＫＦＢ３表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；
与 ＬＰＳ组 相 比，ＬＰＳ＋ＷＩＮ 组 ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及
ＰＦＫＦＢ３表达相对下降（Ｐ＜０．０５）；相较于 ＬＰＳ＋ＷＩＮ
组，ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及ＰＦＫＦＢ３表达
增高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图５。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＷＩＮ组；４：ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ＷＩＮ组比较

图３　ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠肾脏组织ＩＬ１β（Ａ）、ＩＬ１８（Ｂ）和ＬＤＨＡ（Ｃ）的含量　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３０１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＷＩＮ组；４：ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ＷＩＮ组比较

图４　ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠血清Ｓｃｒ（Ａ）、ＫＩＭ１（Ｂ）和乳酸（Ｃ）的含量　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＷＩＮ组；４：ＬＰＳ＋ＷＩＮ＋ＭＨＹ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ＷＩＮ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾脏组织ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及ＰＦＫＦＢ３蛋白表达水平；Ｂ：ｐＡＫＴ蛋白相对表达量；Ｃ：ｐｍＴＯＲ蛋白相对
表达量；Ｄ：ＰＦＫＦＢ３蛋白相对表达量

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肾脏组织ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及ＰＦＫＦＢ３蛋白表达水平 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　本研究采用腹腔注射 ＬＰＳ的方法制备脓毒症小
鼠模型。ＬＰＳ组小鼠造模后２４ｈ，出现发热，心率、呼
吸频率明显加快，口鼻腔分泌物增多，精神萎靡，嗜睡，

蜷缩，竖毛，少动，拒食或少食等症状，小鼠肾功能明显

下降，肾脏病理损伤加重，炎症因子 ＩＬ１８、ＩＬ１β水平
显著升高，证实ＬＰＳ脓毒症模型成功。
　　ＷＩＮ作为大麻素受体１和２的强效激动剂，在细
胞和动物模型中发挥广泛的抗炎作用［１７］。本研究发

现，ＬＰＳ＋ＷＩＮ组肾脏结构破坏，间质内出血及炎症因
子浸润等病理改变减轻，炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ１８含量降
低，血清肾损伤标志物Ｓｃｒ、ＫＩＭ１的含量也明显下降，

说明ＷＩＮ可减轻脓毒症ＡＫＩ中的炎症反应。Ｐ?ＲＥＺ
ＤＩＥＧＯ等［１８］研究也证实，ＷＩＮ可降低脓毒症小鼠血
清ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等炎症因子水平；ＦＩＥＬＤＳ等［１９］

研究同样表明，在人类星形胶质细胞中，ＷＩＮ预先给
药可以显著抑制ＩＬ１β诱导的炎症反应。
　　ＩＬ１８作为 ＩＬ１超家族的一员，是急性肾损伤的
重要介质，可在一定程度上反映肾损伤的水平［２０］。

ＫＩＭ１在急性肾损伤后早期释放，已被广泛用作 ＡＫＩ
早期诊断标志物［２１］。因此本实验选择肾组织ＩＬ１８以
及血清ＫＩＭ１、Ｓｃｒ用以评估脓毒症ＡＫＩ小鼠肾功能。
　　在脓毒症期间，细胞能量代谢从氧化磷酸化转变
为糖酵解，这种现象被称为代谢重编程［２２］。脓毒症期

间有氧糖酵解可以激活炎症小体，释放ＩＬ１β、ＩＬ１８和

４０１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＭＧＢ１）等促炎因子，而限制糖酵解途径可降低脓毒
症早期炎症因子的释放，减轻炎症反应［２３－２４］。ＬＤＨＡ
作为糖酵解途径最后一步的关键酶，可催化丙酮酸生

成乳酸，而负责乳酸的形成使 ＬＤＨＡ成为有氧糖酵解
的关键参与者［２５］。果糖２，６二磷酸 （ｆｒｕｃｔｏｓｅ２，
６ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｆ２，６ＢＰ）是糖酵解限速酶磷酸果糖激
酶１（ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ１，ＰＦＫ１）的强效变构激活
剂，ＰＦＫＦＢ３可通过调节 Ｆ２，６ＢＰ合成从而在有氧糖
酵解中起关键作用［２６］。本实验观察到，ＬＰＳ组 ＬＤＨＡ
和ＰＦＫＦＢ３表达上调，糖酵解终产物血清乳酸生成增
加，且伴随着ＩＬ１β、ＩＬ１８水平升高，肾脏病理损伤加
重，而ＷＩＮ预处理糖酵解水平下降，炎症因子含量降
低，血清 Ｓｃｒ、ＫＩＭ１也随之下降，肾损伤有所减轻，表
明ＷＩＮ可通过下调糖酵解水平，抑制炎症反应，减轻
脓毒症ＡＫＩ。ＬＵＯ等［２７］研究表明，靶向抑制糖酵解，

可降低ＩＬ１β等炎症因子的激活与释放，减轻脓毒症
小鼠肝、肾损伤，提高小鼠存活率，这与本实验结果相

一致。ＨＥ等［１３］经体内、体外实验证实，ＷＩＮ预处理
抑制糖酵解，降低肺泡巨噬细胞向促炎的 Ｍ１表型极
化，减少炎症因子释放，减轻脓毒症ＡＬＩ。
　　为了阐明其保护机制，本研究在ＷＩＮ基础上使用
ｍＴＯＲ激活剂 ＭＨＹ１４８５干预小鼠，ＭＨＹ１４８５可通过
靶向ｍＴＯＲ的 ＡＴＰ结构域，调节该通路活性［２８］。结

果发现，ＭＨＹ１４８５可拮抗 ＷＩＮ对有氧糖酵解的抑制
作用，肾脏糖酵解水平重新升高，炎症因子含量升高，

肾脏病理损伤加重，ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ及 ＰＦＫＦＢ３的表
达较ＬＰＳ＋ＷＩＮ组明显升高。因此我们推测ＷＩＮ可能
通过抑制ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３信号通路激活，下调糖
酵解水平，减轻肾脏组织炎症反应。既往研究表明

ＡＫＴｍＴＯＲ信号通路可通过调控下游效应分子，调节
细胞生长、增殖和有氧糖酵解［２９］。ＡＫＴ的激活可以动
员葡萄糖转运蛋白（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＧＬＵＴ），激活
己糖激酶２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２），从而增强有氧糖酵解
和促进癌细胞生长［３０］。ｍＴＯＲ可上调 ＰＦＫＦＢ３的表
达加速糖酵解速率［３１］。这些研究结果与本实验高度

一致。最新研究也发现，ＷＩＮ能够抑制 ＬＰＳ诱导的
ＡＫＴ和ｐ７０Ｓ６Ｋ（ｍＴＯＲ的主要下游作用靶点）的磷酸
化，表明ＷＩＮ可以抑制ＬＰＳ诱导的人单核细胞来源的
树突状细胞ｍＴＯＲ的活化，从而通过激活自噬抑制代
谢重编程，促进调节性 Ｔ细胞的产生，保护小鼠抵抗
ＬＰＳ诱导的脓毒症［３２］。

　　本研究也存在一定局限性，实验仅在动物模型观
察ＷＩＮ在脓毒症ＡＫＩ中的作用，未在细胞水平进一步
验证。ＷＩＮ也可能通过其他信号通路发挥脓毒症保

护作用，还需进一步研究。

　　综上所述，ＷＩＮ５５２１２２可以减轻脓毒症 ＡＫＩ，其
机制可能是通过抑制ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＰＦＫＦＢ３信号通路，
降低肾脏糖酵解水平，减轻炎症反应。
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